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(57) Abstract: The invention relates to a method for the production of fat -resistant packaging materials with a kit number greater 
than 21, by the use of hydro xypropylated high amylose content potato starches. 
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(57) Zusammenfassung: Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von fettdichtem Verpackungsmaterial mit 
einer KIT-Zahl von grosser 21 durch Verwendung von hydro xypropylierter hochamylosehaltiger Kartoffelstarke. 
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Verwendung von hydroxypropylierter hochamylosehaltiger Kartoffelstarke zur Erzielung 
hoher KIT-Zahlen 

Beschreibung 

5 

* 

Gegenstand der Erfindung sind mehrschichtige, fettdichte Verpackungsmaterialien mit 
einer Tragerschicht, die aus Papier/Karton oder anderen geeigneten, auf Polymeren 
basierenden Stoffen bestehen. 

10 Weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von fettdichtem 
Verpackungsmateriai mit einer KIT-Zahl von grofier 21 durch Verwendung von hydro- 
xypropylierter hochamylosehaltiger Kartoffelstarke mit einem Amylosegehalt von gro- 
wer 70 %. 

15 Es ist seit langem bekannt, Papier- und Kartonbehalter mit Beschichtungen zu verse- 
hen, die eine Sperrwirkung fur Aromen oder Feuchtigkeit/Flussigkeiten besitzen. So 
beschreibt die Patentanmeldung DE 41 09 983 A 1 ein flexibles Verpackungsbehaltnis 
mit einem Verbund aus einer Papierschicht und einer thermoplastischen Schicht oder 
Folie, Das thermoplastische Schicht- oder Folienmaterial besteht aus Starke, einem 

20 synthetischen, nicht- polyolefinischen, hydroxylgruppenhaltigen Polymeren, z.B. einem 
oxygenierten Polymeren, sowie Weichmachern naturlichen Ursprungs, z.B. starkeab- 
geleiteten Polyalkoholen. Dieses Material kann durch Warmezufuhr aufgeschmolzen 
werden und ist daher extrudierban In der Patentanmeldung DE 41 37 802 A1 wird vor- 
geschlagen, einen Karton mit einer beschichteten Papierbahn zu kasehieren, urn ein 

25 verrottbares, flussigkeitsabweisendes Produkt zu erhalten. Die Beschichtung der Pa- 
pierbahn soli auf Starkebasis erfolgen. Die Patentanmeldung DE 42 94 110 offenbart 
eine Beschichtungsdispersion, die aus Cbpolymerisaten von oxidierter Starke und Sty- 
rol, Butadien, Acrylsaure oder ahnlichen polymerisierbaren Molekulen erzeugt wird. 
Diese Dispersion vermindert die Gas- und Wasserdurchlassigkeit von Karton oder Pa- 

30 pier. 

Allerdings ist es haufig notwendig, Verpackungsmaterialien mit hoher Fettdichtigkeit 
bereitzustellen. So fordern Tiernahrung, Backwaren, Konfekt und Schokolade von der 
Verpackung eine besonders hohe Fettdichtigkeit, die beispielsweise durch die KIT- 
35 Zahlen mit Werten zwischen 8 und 12 angegeben werden. Hohe KIT-Zahlen stehen 

* 

dabei fur hohe Fettdichtigkeiten. 

Entsprechende im Handel angebotene Papier-/Kartonverpackungen sind ublicherweise 
e j ner fettabweisenden Oberflachen- und/oder Massebehandlung unterzogen worden. 
40 Fur diese Massebehandlung bzw. Oberflachenbehandlung werden derzeit vor allem 
Fluorpolymere eingesetzt, wobei etwa bis zu 5 Gew.-% Beschichtungsmaterial auf das 
Material gelangen. Bereits Fettdichten > 6 bis 8 konnen nur durch Kombinationen von 
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Schicht- und Massebehandlung erreicht werden, Fettdichten mit KIT-Zahlen > 12 kon- 
nen mit den gegenwartigen Systemen nicht garantiert werden. Beispielsweise erfordert 
das Verpacken von trockenem Tierfutter mit niedrigem Fettgehalt (< 10 % ) eine Be- 
handlung der Ruckseite in der Masse, bei hoheren Fettgehalten wird eine Barriere 
5 durch Massebehandlung in Kombination mit einer Oberflachenbeschichtung durchge- 
fuhrt. 

Papier-, Papp- und Kartonverpackungen werden ordnungsgemaft uber den Altpapier- 
kreislauf entsorgt. Die als Fettbarriere eingesetzten Halogenpolymere gelangen somit 
10 uber die Papieraufbereitung entweder in die Papiemeuware oder in das Prozessab- 
wasser. 

< 

Starkeether sind als Hilfsstoffe und Einsatzstoffe in der Papierindustrie bekannt. Dabei 
genutzte Eigenschaften sind in der einschlagigen Literatur ausfuhrlich beschrieben. Sie 

15 werden eingesetzt in der Oberflachenbeschichtung bzw. dem Strich sowie in pigmen- 
tierten Papierbeschichtungen. Auch fdr den Lebensmittelkontakt zugelassene Papiere, 
Kartons und Pappen durfen nach dem BGW Starkeether (z.B. Hydroxyethyl- und 
Hydroxypropylether) enthalten. Starkeether werden wegen ihrer guten Filmbildungsei- 
genschaft und ihrem Wasserbindevermogen aulierdem als Bestandteil von Klebstoffen 

20 verwendet. Literatur hierzu findet sich beispielsweise in Ullmanns Enzyklopadie der 
technischen Chemie; W. Baumann/B. Herbecg: Papierohemikalien - Fakten zum Um- 
weltschutz (Springer-Verlag); O.B: Wurzburg: 

Modified Starches: Properties and Uses (CRC Press). 

25 

WO 02/02412 beschreibt mehrschichtige Verpackungen fur fettende Outer basierend 
auf nativer, modifizierter Starke. 

Weiterhin ist bekannt, dass Starkeether-Derivate zu Folien bzw. Filmen verarbeitet 
30 werden konnen, vornehmlich in GiefJtechnik aus einer wassrigen Losung. 

Wenn die Herstellung der Starkeether nach dem Slurry-Verfahren erfolgt, wird die wa- 
ssrige Starkesuspension im Alkalischen bei Temperaturen bis zu 50°C derivatisiert. 
Der Derivatisierungsgrad liegt dabei meist urn 0,2. Charakteristisch fur diese Verfahren 

35 ist die bevorzugte Derivatisierung am C2-Atom. Ein anderes, vornehmlich aus wissen- 
schaftlichen Untersuchungen bekanntes Verfahren (Autoklav-Verfahren) geht von alka- 
lisch aktivierter Starke aus und kommt bei geringeren Trockensubstanz- Konzentratio- 
nen zu homogeneren Derivatisierungen, wobei der Derivatisierungsgrad ailerdings 
ahnlich eingestellt wird. Ein Vorgehen nach dieser Strategie ist in der Patentanmeidung 

40 DE 42 23 471 A1 beschrieben, wobei die so erhaitenen Starkeether zur Folienherstel- 
lung eingesetzt werden sollen, und zwar insbesondere fiir die Anwendung als Over- 
head-, Kopier- und Druckerfolien oder fur die Oberflachenveredlung von Spezialpapie- 
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ren sowie als Verpackungsmaterial. Daruber hinaus wird in dieser Druckschrift er- 
wahnt, dass die genannten Etherderivat-Folien auch im Verbund mit anderen Materia- 
lien verwendet werden konnen. 

5 Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereitstellung von lebensmittelrechtlich 
zulassigen, fettdichten Verpackungsmaterialien mit sehr hoher KIT-Zahl. 

Oberraschenderweise hat sich herausgestellt, dass Substrate, die selbst keine ausrei- 
chende Fettbestandigkeit aufweisen, wie Papier, Karton, Pappe oder andere aus oder 
10 mit Cellulose hergestellte Materialien, dann fettdicht sind, wenn sie mit alkylenoxidderi- 
vatisierter Starke mit einem Amylosegehait von grofier 70% beschichtet sind. 

Die vorliegende Erfindung stellt daher mehrschichtige Verpackungen fur fettende Guter 
oder Teile solcher Verpackungen bereit, die eine Tragerschichtaus einem polymeren 

15 Material als Hauptkomponente sowie mindestens eine auf die Tragerschicht aufge- 
brachte, nicht die Aufienseite der Verpackung bildende Schicht aufweisen, wobei die 
auf die Tragerschicht aufgebrachte Schicht eine alkylenoxidderivatisierte Starke mit 
einem Amylosegehait von grolier 70% als Hauptkomponente enthalt. Das hierfur ver- 
wendete Alkylenoxid kann in gut geeigneter Weise ein C 2 -C 6 -Alkylenoxid seia, C 2 -G 4 - 

20 Alkylenoxide sind bevorzugt. 

Die Beschichtung eines Tragermaterials mit der Funktionsschicht "Hochamylose(HA)- 
Starkederivat" realisiert ein fettdichtes Verbundsystem. Die HA-Starkekomponente ist 
dabei verantwortlich fur die Fettdichtigkeit und weist.zudem die Eigenschaft der biolo- 
25 gischen Abbaubarkeit auf. Aulierdem lasst sich eine solche Starke gut in Beschich- 
tungsmassen fur den angegebenen Zweck einarbeiten, da sie - im Gegensatz zu nati- 
ver Starke - nicht zum Re-Agreggieren (Retrogradation) neigt. 

Die Verpackungen der vorliegenden Erfindung sind nicht auf spezifische Ausgestaitun- 
30 gen beschrankt. Ein beispielhafter, bevorzugter Anwendungsbereich sind Verpackun- 
gen von Lebens- und Tierfuttermitteln mit geringen Wassergehalten und gleichzeitig 
hohen Fettgehalten, insbesondere Faltschachteln. Beispiele hierfur sind Verpackungen 
fur Kekse, Schokoladen, sonstige Sufcwaren, trockenes Tierfutter, bei denen eine be- 
sonders gute Barriere gegen den Durchtritt von Wasserdampf nicht erforderlich ist. 
35 Aber auch Verpackungen fur fetthaltige Nicht-Lebensmittei (z.B. Kosmetika, olhaltige 
Farbpigmente oder dergleichen) konnen erfindungsgemafJ gestaltet werden. 

Weitere Anwendungsmoglichkeiten liegen in der Beschichtung von anderen Polymeren 
als Cellulose mit dem erfindungsgemaU vorgeschlagenen Material (z.B. andere Verpa- 
40 ckungskunststoffe) fur ahnliche Verpackungsaufgaben. Auch die Beschichtung von 
Papier im Sinne eines Einschlagpapieres ist eine mogliche Anwendung. 



WO 2005/095117 PCT/EP2005/003220 

4 

Mit den Verpackungsmaterialien der vorliegenden Erfindung lassen sich hohe Fettdich- 
tigkeiten erzielen, die im Bereich ab einer KIT-Zahl von 10, vorzugsweise von mindes- 
tens 17, in der Regel aber wesentlich hoher liegen. So konnen Dichtigkeiten einer KIT- 
Zahl von uber 21 erreicht werden, die mit den bisherigen, nicht biokompatiblen bzw. - 
5 abbaubaren Systemen nicht garantiert werden konnen. 

Weitere Vorteite der erfindungsgemafien Verpackungen sind, dass ihre Hersteilung mit 
ublichen Verfahren der Papier- bzw. Kartonherstellung kompatibel ist und dass sie bio- 
logisch abbaubar sind, wobei sie hinsichtlich der okonomischen und/oder okologischen 
10 Bewertungen im Vergleich zu ublichen Systemen als besonders vorteilhaft einzustufen 
sind, insbesondere wenn die Faktoren Preis der Beschichtung einschlieftlich Verfah- 
renskosten und die Vertraglichkeit mit dem Papierrecyclingprozess berucksichtigt wer- 
■ . den sollen. 

1 5 Aufgrund ihrer Bioabbaubarkeit gewahrleisten die erfindungsgemafi beschichteten 
Verpackungen eine gute Vertraglichkeit mit den Aufbereitungs- und Abwasserreini- 
gungsmoglichkeiten von Aitpapierentsorgungsanlagen* Hier stellt das Abbauverhalten 
im Papierkreislauf im Sinne der Vermeidung eines weiteren Storstoffeintrags einen 
entscheidenden Vorteil dar. Geeignete Materialien fur die Tragerschicht sind insbeson- 

20 dere Papier, Pappe oder Karton, ggf. in Mischung mit anderen geeigneten oder in der 
Verpackungstechnologie von Lebensmitteln ublichen ocjer zulassigen Stoffen wie Bin- 
demitteln oder Farbstoffen. Aber auch andere, bevorzugt auf naturlichen Polymeren 
wie Cellulose oder dergleichen basierende Materialien oder Kunststoffe konnen einge- 
setzt werden. 

25 

Erfindungsgemafi geeignete HA-Starkederivate sind soiche, die mit einem Alkylenoxid 
wie Ethylenoxid oder Propyienoxid oder einem langerkettigen Alkylenoxid derivatisiert 
wurden. Die angelagerten Gruppen vergrofiern die Abstande zwischen den Molekulket- 
ten und steigern damit deren Bewegiichkeit. Der damit gegebene innere Weichma- 
30 chungseffekt kann nur durch eine Zerstorung der chemischen Bindung ruckgangig ge- 
macht werden. 

Das HA-Starkederivat sollte auf der Tragerschicht vorzugsweise einen geschlossenen 
Film bilden. Sofern dies der Fall ist, konnen bereits sehr dunne Schichten ab etwa 
35 6 g/m 2 Flachengewicht fettdicht sein, sofern das Tragermaterial eine relativ hohe Glatte 
aufweist. 

Die Beschichtung kann als Oberflachenschicht der Innenseite der Verpackung 
und/oder als Zwischenschicht, ggf. auch mit der Funktion einer verklebenden Schicht 
40 zwischen Papier oder Kartonagelagen oder dergleichen vorgesehen sein. Auch mehre- 
re direkt aufeinander aufgebrachte Beschichtungen konnen vorteilhaft sein. Ebenso 
kann vor der Beschichtung mit dem HA-Starkederivat ein sogenannter Vorstrich (z.B. 
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mit ublichen Papierbeschichtungsmitteln wie Kaolin oder Starke) zur Anwendung 
kommen, der den Zweck einer Vorglattung der Oberfiache hat. Flachengewichte zum 
Erzielen einer fehlstellenfreien Schicht konnen so ggf. reduziert werden. 

5 Die das HA-Starkederivat enthaltende Schicht kann ggf. durch Aufbringen einer selbst- 
tragenden Schicht aus diesem Material auf die Tragerschicht gelangen. Vorzugsweise 
wird jedoch eine Losung oder Suspension des HA-Starkederivats mit einer geeigneten 
Menge an Trockensubstanz erzeugt und auf dem Tragermaterial aufgetragen, vor- 
zugsweise aus wassriger Losung oder Suspension. Eine gut geeignete Menge an Tro- 
1 0 ckensubstanz (TS) des HA-Starkederivates liegt im Bereich von etwa 5 bis etwa 

50 Gew.-%, bevorzugt im Bereich von etwa 10 bis etwa 40 Gew.-%, wobei die tatsach- 
lich zu wahlende Menge v o m vorgesehenen Auftragsverfahren abhangt. So kann in 
manchen Fallen eine Menge von bis hinunter zu 4 Gew.-% ausreichend sein. 

1 5 Das Auftragen kann beispielsweise mit einem Rakel, Spruhen oder per Walzenauftrag 
erfolgen, ebenso durch "Druckgiefien" einer konzentrierteren Losung sowie durch das 
flachige Aufbringen einer thermopiastifizierten Schmelze ("Extrusion"). In alien Fallen 
soilte der Wassergehalt des HA-Starkederivates nach dem Aufbringen auf dem Tra- 
germaterial vorzugsweise auf < 25 Gew.-% reduziert werden (z;B. durch Trocknen mit 

20 IR oder konvektiv). 

Neben dem HA-Starkederivat kann die auf der Tragerschicht aufzubringende Schicht 
auch weitere Additive enthalten. Zum einen bietet sich die Zugabe von Pigmenten (wie 
generell in der Papierindustrie ublich) an, andererseits die Zugabe von Glycerin, Harn- 

25 stoff, Borax, Glyoxal oder anderen Zusatzstoffen mit ahnlichen Eigenschaften und Ef- 
fekten, urn gewunschte Werte bezuglich der Elastizitat und der Wasser- und Langzeit- 
stabilitat zu erzielen. Auch die KIT-Zahl lasst sich in manchen Fallen durch Zusatz sol- 
cher Stoffe positiv beeinflussen, z.B. durch Zusatz von Glycerin oder Vernetzer (z.B. 
Glyoxal). Der Anteil an Hochamylose-Starkederivat sollte vorzugsweise aber immer so 

30 hoch sein, dass die Ausbildung eines fehlstellenfreien Films gewahrleistet ist. 

Als Ausgangsmaterial wird vorzugsweise Kartoffelstarke mit einem Amylose Anteil von 
grofcer 70 % verwendet. Eine Kartoffelstarke mit einem Amyloseanteil von uber 70 % 
kann beispielsweise aus genetisch modifizierten Kartoffelpflanzen isoliert werden, in 

35 denen die enzymatische Aktivitat der Starkeverzweigungsenzyme SBE I und II gegen- 
uber der nicht genetisch modifizierten Ausgangspflanze reduziert ist. Ein Verfahren zur 
Herstellung derartiger Pflanzen ist beispieihaft in Beispiel 1 beschrieben. Weitere Be- 
schreibungen zur Herstellungen von gentechnisch modifizierten Kartoffelpflanzen mit 
einem Amyloseanteil von grafter 70 % sind in den Patentanmeldungen WO 92/1 1375, 

40 WO 97/20040, WO 92/14827, WO 95/26407 und WO 96/34968 und den Patenten 
US 5,856,467 US 6,169,226, US 6,469,231, US 6,215,042, US 6,570,066 und 
US 6, 1 03,893 beschrieben. 
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Kartoffelpflanzen mit einer reduzierten enzymatischen Aktivitat der Starkeverzwei- 
gungsenzyme SBE I und SBE II konnen alternativ auch durch Selektion von geeigne- 
ten mutagenisierten Kartoffelpflanzen gewonnen werden. 

5 

AIs Ausgangsmaterialien konnen auch Starken mit einem Amyloseanteil von grofier 
70 % aus anderen Kulturpflanzen wie beispielsweise aus Mais, Weizen, Erbsen oder 
Tapioca eingesetzt werden. Pflanzen mit einem Amylose Gehalt von grofier 70 % kon- 
nen durch genetische Modifikation unter Verwendung molekularbiologischer Methoden 
1 0 und/oder durch Zuchtung und Selektion hergestellt werden. 

Unter HA-Starke wird eine Starke mit einem Amylosegehalt von mindestens 70 % ver- 
standen. Vorzugsweise liegt der Amylosegehalt bei mindestens 80 %, besonders be- 
vorzugt bei mindestens 90 %. 

15 

Die chemische Modifizierung der Kartoffelstarke mit einem Amylosegehalt von grofier 
70 % erfolgt beispielsweise mit einem C 2 - oder C 3 ~AkyIenoxid. Propylenoxid ist bevor- 
zugt. 

20 Da die HA-Starke in geeigneter Weise in Gegenwart von Base modifiziert wird, die fur 
die Beschichtung vorgesehene Masse jedoch gunstigerweise in etwa neutral reagieren 
sollte, so dass im Normalfall eine Neutralisierung mit Saure erfoigen muss, ist die mo- 
difizierte HA-Starke in der Regel stark mit Salzen behaftet Es ist von Vorteil, wenn 
dieser Salzgehalt nicht zu hoch ist. So empfiehlt es sich, dass die Beschichtungsmasse 

25 in der fur den Auftrag vorgesehenen Konzentration eine Leitfahigkeit von nicht mehr als 
4.000 - 5.000 pS/cm, vorzugsweise von < 2.000 pS/cm besitzt. 

Die Zugabe von Sauren und Laugen sollte unter dem Gesichtspunkterfolgen, dass das 
entstehende Salz lebensmittelrechtlich unbedenklich ist. Geeignete Sauren sind Phos- 
30 phorsauren, eine geeignete Base ist Natronlauge. Die Entsalzung kann beispielsweise 
durch Dialyse erfoigen. 

Beschichtungen mit hoher derivatisierter HA-Starke zeigen gunstigere KIT-Zahlen als 
solche mit geringeren Derivatisierungsgraden. Es ist aber nicht erforderlich, hohe Sub- 
35 stitutionsgrade zu erreichen, denn bereits geringe Grade konnen zu positiven Effekten 
fuhren. Diese hangen aber auch von der Herkunft der eingesetzten HA-Starke ab. 
Wahrend ganz allgemein ein Derivatisierungsgrad von 0,05 bis 1 ,5 geeignet sein kann, 
sind Bereiche zwischen 0,1 bis 1,0, ganz besonders zwischen 0,1 und 0,3 bevorzugt. 

40 Die Herstellung einer als Beschichtungsmasse oder Gieliiosung fur die vorliegende 
Erfindung geeigneten HA-Starkeetherlosung kann beispielsweise wie folgt erfoigen: 
Die Starke mit einem Amylosegehalt von grofier 70 % (z.B. Weizen-, Mais-, Tapioka, 
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Kartoffe!- oder HA-Erbsenstarke) wird in annahernd dem Doppelten ihres Gewichts an 
Wasser einige Stunden geruhrt und anschliefiend grob vom Wasser befreit, z.B. durch 
Abnutschen. Sie nimmt dabei etwa ihr eigenes Gewicht an Wasser auf, so dass sie 
ungefahr 40 bis 60% Trockenmasse besitzt. Anschliefiend wird sie in etwa dem 1 ,5- 
5 fachen ihres Feuchtgewichts resuspendiert und durch Zugabe der gleichen Menge 
etwa 10%iger Base oder Lauge desintegriert. Sofort darauf werden innerhalb weniger 
Minuten bis ca. 1 Stunde etwa 25 - 75 Gew.-% Alkylenoxid, vorzugsweise Propyleno- 
xid, bezogen auf das Ausgangsgewicht der trockenen HA-Starke, zugefuhrt, wobei 
milde Temperaturen eingehalten werden sollten. Raumtemperatur ist gut geeignet. 

10 Man lasst die Mischung mehrere Stunden ruhren und anschlieliend etwa 20 Stunden 
ruhen; anschliefiend wird sie mit Saure neutralisiert. Soli eine Entsalzung erfolgen, 
geschieht dies z.B. durch Dialyse gegen Wasser. Die entsalzte Losung wird ggf. scho- 
nend aufkonzentriert. Der Derivatisierungsgrad der HA-Starke liegt bei Anwendung von 
etwa 50 Gew.-% Propylenoxid bei etwa 0,2, in anderen Fallen entsprechend daruber 

15 oder darunter. 

Eine Entsalzung oder Abtrennung storender Inhomogenitaten kann auch beispielswei- 
se mittels Ultrafiltration erfolgen. Sollte das Produkt zu konzentriert sein, kann eine 
Verdunnung mit entionisiertem Wasser vorgenommen werden. 

Nach Zusatz der moglicherweise gewunschten Additive (z.B. Konservierungsstoffe, 
Fuilstoffe, Antistatika, Mittel zur Verbesserung der Elastizitat, Vernetzungsmittei) kann 
bei Bedarf mittels Filter oder Zentrifuge eine mechanische Separation durchgefuhrt und 
dabei gleichzeitig eine Entgasung der zu verarbeitenden Losung erreicht werden. 

Eine fur die Zwecke der Erfindung besonders geeignete Beschichtungsiosung besitzt 
die folgenden rheologischen Eigenschaften: 

Eine dynamische Viskositat von 0,1 Pas bis 40 Pas bei einer Temperatur von 25°C und 
30 einer Schergeschwindigkeit von 30,7 s' 1 . Viskoelastische Eigenschaften der Polymerlo- 
sung, wobei das Verhaltnis zwischen viskosem und elastischem Anteil Tan K Werte 
zwischen 1 und 10 (max. 50) bei einer Temperatur von 25°C und einer Scherge- 
schwindigkeit von 30,7 s" 1 annimmt Mit dem beispielhaft genannten Verfahren lassen 
sich solche Werte ohne weiteres erhalten. 

35 

Das Verfahren bietet ferner den Vorteil, dass die HA-Starke besonders schonend und 
insbesondere durchgangig bei relativ niedrigen Temperaturen (< 60°C) oder vollstandig 
bei Raumtemperatur umgesetzt und verarbeitet wird, was positive Effekte fur die Be- 
schichtung des Tragermaterials bewirkt. Durch die Kaltwasserioslichkeit nach der Neut- 
40 ralisation, Separation, Salzabtrennung und dem Aufkonzentrieren kann die Starke mit 
einem Amylose Gehalt von 70 % derart schonend verarbeitet werden, dass keine oder 
nur unbedeutende Abbaureaktionen einsetzen. 
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Die wassrige Giefclosung kann vorzugsweise bei Raumtemperatur Oder leicht erhohten 
Temperaturen mit einem geeigneten Auftragssystem (z.B. Rakel) auf die zu beschich- 
tende Materialbahn (Papier) aufgebracht werden. 

5 

Besonders gunstig hat sich die Verwendung von nach dem Autoklav-Verfahren herge- 
stellten Hydroxypropyletherstarken, insbesondere aus Kartoffelstarke mit einem Amy- 
losegehalt von grower 70 % erwiesen, die als Losungen mit Trockensubstanz-Gehalten 
von 12 bis 20 Gew.-% und vorzugsweise mit Derivatisierungs-(DS-)Graden von 0,1 bis 

10 1,0, starker bevorzugt bis 0,4, eingesetzt werden. Diese zeigen im Vergleich mit Han- 
delsmustern (mit Fluorcarbonsauren beschichtet) deutlich bessere Fettdichtigkeiten, 
insbesondere auch in Knickstellenbereichen, die bei Faltschachtelanwendungen be- 
sonders kritisch sind. Im Vergleich zu den zuvor genannten erfindungsgemafJen Be- 
schichtungen mit handelsublichen Starkederivaten konnen die fur die Beschichtung mit 

15 diesen Starken eingesetzten Flachengewichte reduziert werden. 

Beispiel 1 

Herstellung von transgenen Kartoffelpflanzen mit hohem Amylosegehalt 

20 Kartoffelpflanzen mit einem Amylosegehalt von grofter 70 % konnen hergestellt werden 
unter Verwendung der Antisense- oder der RNAi-TechnoIogie mit dem Ziel die en^ 
matische Aktivitat der Starkeverzweigungsenzyme SBE I und SBE II zu reduzieren 
. bzw. zu eliminieren. < 

25 Beispielsweise wurde die HA-Starke produzierende transgene Kartoffellinie Solanum 
tuberosum AM99-2003 hergestellt in der die Aktivitat der Starkeverzweigungsenzyme 
inhibiert ist. Die genetische Transformation der Ausgangssorte Dinamo wurde durchge- 
fuhrt mit einem Genkonstrukt, welches Genfragmente unter Kontrolle eines GBSS- 
Promoters von SBE I und SBE II in antisense-Orientierung enthalt. PBIuescript enthalr 

30 tend ein 1620 Basenpaare langes Fragment des 3' Endes des SBE I Genes zwischen 
EcoRV und Spel wird mit Spel und Xbal geschnitten und ligiert mit einem 1243 Basen- 
paare Sstl -Xbal Fragment des 3' Endes von SBE II. Der SBE I und der SBE 2 Kom- 
plex wird mit Hilfe von EcoRV und Xbal herausgeschnitten und in den mit Smal und 
Xbal geoffneten Binarvektor pHo3.1 ligiert. Der entstandene Vektor wird mit pHabe12A 

35 bezeichnet, siehe Abbildung 1 und Nukleinsauresequenz SEQ-ID No. 1. 

PHo3.1 basiert auf pGPTVKan ( Becker, D. et al 9 Plant Molecular Biology 20 (1992), 
1195-1197) und enthalt zusatzlich den 987 Basenpaare umfassenden GBSS-Promotor 
( siehe EP 0 563 189 ) der in die Hindlll Stelle von pGPTVKan kloniert und dessen 
uidA Gen mit Hilfe von Smal und Sstl entfernt wurde. 

40 

Die Elternlinie Dinamo wird mit dem Konstrukt pHAbe12A mit der in US 6,169,226 be- 
schriebenen Methode transformiert und die transgenen Linien auf Kanamycin-haltigen 
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Medien selektioniert. Die Analyse des Amylosegehaltes der transgenen Pflanzen er- 
folgte nach der bei (Morrison, W.R. and Laignelet, B., J. Cereal. Sci. 1 (1983), 9-20) 
beschriebenen Methode. 

5 Transgene Kartoffelpflanzen mit einem Amylosegehalt von mindestens 70 % wurden 
selektioniert und angebaut. Die hochamylosehaltige Starke wurde nach herkommlichen 
Methoden isoliert. 

Beispiel 2 

10 Hydroxypropylierung von hochamylosehaltiger Kartoffelstarke 

Hochamylosehaltige Kartoffelstarke gewonnen aus genetisch modifizierenten Kartof- 
felpflanzen - siehe Beispiel 1 -wurde im Labormaftstab hydroxypropyliert. Die Modifizie- 
rung der Kartoffelstarke mit einem Amylosegehalt von 70 % erfolgte gemaft eines Au- 

* 

15 toklav- bzw. Homogenverfahrens. 

Nach der Hydroxypropylierungsreaktion wurde die Losung fur die spatere Beschich- 
tung von Karton durch Entsalzung und Aufkonzentrierung aufbereitet. Das Endprodukt 
sollte einen Derivatisierungsgrad von ca. 0,2, einen Trockengehalt (w/w) von ca. 18% 
20 sowie eine Leitfahigkeit von ca. 600//S/cm aufweisen. 

Im Rahmen der Versuche zur Kartonbeschichtung wurden mit der hydroxypropylierten 
HA-Starke mittels Handrakelauftrag verschiedene Auftragsgewichte erzeugt. 

25 . Zur Beschichtung des Kartons (Firma Cupforma) wurde die HA-Starke auf 40°C er- 
warmt. Die HA-Starkelosung wurde (einmal bzw. zweimal) auf die gestrichene sowie 
ungestrichene Seite des Kartons aufgetragen. 

Beispiel 3 

30 Charakterisierung des Endproduktes 

Ausgehend von 713 g HA-Starke aus Kartoffelpflanzen mit einem Amylosegehalt von 
70 % - hergestellt nach der in Beispiel 1 beschriebenen Methode - wurden 1770 g 
Hydroxyproply-HA-Starke mit einem Trockengewicht von 27 (w/w) % und einer Leitfa- 
35 higkeit von 880 //S/cm hergestellt. Die Leitfahigkeit konnte durch Diafiltration nicht wei- 
ter gesenkt werden. 
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Beispiel 4 

Prufung der Fettdichtigkeit anhand des 3M-KIT-Tests 

5 Fur die Oberprufung auf die Resistenz gegenuber nicht poiaren Substanzen, wird die 
Beschichtung auf die Dichtigkeit gegenuber Gemischen mit 2 I Pruflosungen unter- 
schiedlicher Konzentrationen an Rizinusol, Toluol und n-Heptan getestet. Die KIT- 
Losung mit der hochsten Zahl, die 15 Sekunden auf der Probe stand ohne einen 
Durchschlag bzw. eine Verfarbung zu bewirken, ist die kennzeichnende KIT-Zahl. 

0 

Es wurden Kartons der Firma Cupforma verwendet. 



Die Tabelle fasst die Ergebnisse zusammen. 



Beschichtung 
in yt/m 


Auftragsgewicht 
g/m 2 


KIT-Test 


12 


52,7 


>21 


24 


12,1 


>21 


24 x 2 


44,6 


>21 



15 

In Allien drei Fallen erwies sich die Beschichtung mit einer KIT-Zahl > 21 als fettdicht 
gemafi KIT-Test nach 3M. 

Beispiel 5 

20 

713 g Kartoffelstarke mit einem Amylosegehait von 70 % werden in 1,3 I destilliertem 
Wasser 4 Stunden lang geruhrt und dann abgenutscht Die feuchte Starke wird mit 
1 ,824 I Wasser aufgeruhrt und mit 1.81 1 g 10%iger Natronlauge, gewonnen durch Mi- 
schen von 376 g 50%iger NaOH mit 1.505 g Wasser versetzt. Die Derivatisierung er- 

25 folgt mit 323 g Proylenoxid bei 23°C , das innerhalb von 20 min unter Ruhren zugesetzt 
wird. Man lasst die Mischung noch weitere 4 h ruhren und 20 h ruhen. Neutralisiert wird 
mit 40%iger Phosphorsaure (ca. 700 g ) . Danach wird die Losung in Dialyseschlauche 
gefullt und ca. 4 Tage bei taglichem Wasserwechsei dialysiert. Das Produkt wird mit 
Hilfe eines Vacuum-Rotationsverdampfers auf uber 20% Trockenmasse 

30 aufkonzentriert.. 

Der erhaltene HA-Starkeether besitzt einen Derivatisierungsgrad von etwa 0,2. Die 
Leitfahigkeit der Beschichtungsmasse iiegt bei etwa 1 100 pS/cm. 

35 Analog zu diesem Beispiel werden die nachstehenden Beschichtungsmassen herge- 
stellt und mit einer 20 jjm Rakel auf einseitig gestrichenen Chromo Duplexkarton 
(GD2), 310 g/m 2 , Dicke ca. 420 //m aufgetragen. Nach der Trocknung des ersten Auf- 
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trags (fingertrocken, ca. 2 h Dauer) wird eine zweite Schicht aufgetragen und bei 
Raumtemperatur und etwa 50% Raumfeuchte uber etwa 1 Woche, ggf. auch langer, 
getrocknet. 

5 An drei Kartonbogen der beschichteten Muster erfolgt die Bestimmung der Auftrags- 
masse durch Wagung (nach DIN 53 104: Prufung von Papier und Pappe, Bestimmung 
des Flachengewichts, Sept. 1971) und der Dicke mit einem Dickenmessgerat (Taster: 
plan/ballig, 30 SKT, MB = I //m). AulJerdem wird die KIT- Zahl fur unpolare Substanzen 
nach dem 3M KIT-Test bestimmt. Dabei dienen Losemittelgemische aus Rizinusol, 
10 Toluol und Heptan als Testflussigkeiten. Die KIT-Losung mit der hochsten Zahl, die 
15 sec. auf der Probe steht, ohne einen Durchschlag oder eine Verfarbung zu bewir- 
ken, ist die kennzeichnende KIT-Zahl. 
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1 . Mehrschichtige Verpackung fur fettende Guter oder Teil einer solchen Verpa- 
ckung, umfassend 

5 

eine Tragerschicht aus einem polymeren Material als Hauptkomponente 
und 

mindestens eine auf die Tragerschicht aufgebrachte, nicht die Auftenseite 
der Verpackung bildende Schicht, die ein Hochamylose-Starkederivat mit 
10 einem Amylosegehalt von mindestens 70% als Hauptkomponente enthalt, 

dadurch gekennzeichnet, dass das Hochamylose-Starkederivat ein mit ei- 
nem C 2 -C 6 -AlkyIenoxid modifiziertes Starkederivat ist. 

2. Mehrschichtige Verpackung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass 
15 das Hochamylose-Starkederivat ein mit einem C 2 -C 4 -Alkylenoxid modifiziertes 

Starkederivat ist. 

3. Mehrschichtige Verpackung oder Teil einer solchen Verpackung nach Anspruch 
1 , dadurch gekennzeichnet, dass das C 2 -C 6 -Alkylenoxid Propylenoxid ist. 

20 

4. Mehrschichtige, Verpackung oder Tell einer.solchen Verpackung nach einem der 
voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das Hochamylose- 
Starkederivat durch Modifizierung ggf. teilabgebauter Mais-, Weizen-, Kartoffel-, 
HA Erbsen- oder Tapiokastarke erhaiten wird. 

25 

5. Mehrschichtige Verpackung oder Teil einer solchen Verpackung nach einem, der 
voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass der Derivatisie- 
rungsgrad des Starkederivats 0 3 1 bis 1, starker bevorzugt 0,1 bis 0,4 betragt. 

30 6. Mehrschichtige Verpackung oder Teil einer solchen Verpackung nach einem der 

voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass das poiymere Mate- 
rial der Tragerschicht ein naturlich vorkommendes Polymer, vorzugsweise Cellu- 
lose, ist. 

35 7. Mehrschichtige Verpackung oder Teil einer solchen Verpackung nach einem der 

voranstehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, dass die ein Hochamylo- 
se-Starkederivat als Hauptkomponente enthaitende Schicht zusatzliche Bestand- 
teile, ausgewahlt unter Pigmenten, Weichmachern, die Langzeitstabilitat erho- 
henden Mitteln, die Wasserstabilitat erhohenden Mitteln und die Eiastizitat beein- 

40 flussenden Mitteln, enthalt 
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8. Verwendung einer mit einem C 2 -C 6 ~Alkylenoxid derivatisierten Hochamylose- 
Starke als Hauptkomponente einer Schicht einer mehrschichtigen Verpackung, 
die auf einer Tragerschicht dieser Verpackung aus einem polymeren Material 
aufgebracht ist, zur Erzeugung von Fettdichtigkeit der mehrschichtigen Verpa- 

5 ckung. 

9. Verwendung nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das C 2 -C 6 -Alky- 
lenoxid Propylenoxid ist . 

10 10. Verwendung nach einem der Anspruche 8 oder 9, dadurch gekennzeichnet, dass 

das Starkederivat durch Modifizierung von Hochamylose-Kartoffelstarke erhalten 
wird und ggf. einen Derivatisierungsgrad von 0,1 bis 1, starker bevorzugt von 0,1 
bis 0,4 aufweist. 

15 11. Verwendung nach einem der Anspruche 8, 9 oder 1 0 dadurch gekennzeichnet, 

dass zur Modifizierung eine Hochamylose-Kartoffelstarke mit einem Amylosege- 
halt von mindestens 70 % verwendet wird. 

12. Verwendung nach einem der Anspruche 8 bis 1 1 , dadurch gekennzeichnet, dass 
20 die genannte Schicht zusatzliche Bestandteile, ausgewahlt unter Pigmenten, 

Weichmachern, die Langzeilstabilitat erhohenden Mitteln, die Wasserstabilitat 
erhohenden Mitteln, den KIT-Wert erhohenden Mitteln und die Elastizitat beein- 
flussenden Mitteln, bevorzugt ausgewahlt unter Glycerin, Harnstoff, Borax oder 
Glyoxal, enthalt 
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Figur 1 
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SEQUENZPROTOKOLL 

<110> BASF Plant Science GmbH 

5 <120> Verwendung von hydroyxpropylierter Kartof f elstarke zur 

Erzielung hoher KIT-Zahlen 

<130> AE20040256 

10 <140> AE20040256 
<141> 2004-03-31 

<160> 1 

15 <170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 15294 
<212> DNA 
20 <213> Kunstliche Sequenz 

<220> 

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Vektor 
pHAbel2A 

25 

<400> 1 

ggccgggagg gttcgagaag ggggggca.cc ccccttcggc .gtgcgcggtc acgcgcacag 60 

ggcgcagccc tggttaaaaa caaggtttat aaatattggt ttaaaagcag gttaaaagac 120 

aggttagcgg tggccgaaaa acgggcggaa acccttgcaa atgctggatt ttctgcctgt: 180 

30 ggacagcccc tcaaatgtca ataggtgcgc ccctcatctg tcagcactct gcccctcaag 240 

tgtcaaggat cgcgcccctc atctgtcagt agtcgcgccc ctcaagtgtc' aataccgcag 3 00' 

ggcacttatc cccaggcttg tccacatcat ctgt^ggaaa ct'cgcgtaaa atcaggcgtt 3 60 

ttcgccgatt tgcgaggctg gccagctcca cgtcgccggc cgaaatcgag cctgcccctc. 420 

atctgtcaac gccgcgccgg gtgagtcggc ccctcaagtg tcaacgtccg cccctcatct 480 

35 gtcagtgagg gccaagtttt cc^ogaggta -tcca^aacgc -.cggcggccgc -ggtgtctcgc 540 

acacggcttc gacggcgttt ctggcgcgtt tgcagggcca tagacggccg ccagcccagc 600 

ggcgagggca accagcccgg tgagcgtcgc aaaggcgctc ggtcttgcct tgctcgtcgg 660 

tgatgtactt caccagctcc gcgaagtcgc tcttcttgat ggagcgcatg gggacgtgct 720 

tggcaatcac gcgcaccccc cggccgtttt agcggctaaa aaagtcatgg ctctgccctc 780 

40 gggcggacca cgcccatcat gaccttgcca agctcgtcc.t gcttctcttc gatcttcgcc 840 

agcagggcga ggatcgtggc atcaccgaac cgcgccgtgc gcgggtcgtc ggtgagccag 900 

agtttcagca ggccgcccag gcggcccagg tcgccattga tgcgggccag ctcgcggacg 9 60 

tgctcatagt ccacgacgcc cgtgattttg tagccctggc cgacggccag caggtaggcc 102 0 

gacaggctca tgccggccgc cgccgccttt tcctcaatcg ctcfctcgttc gtctggaagg 1080 

45 cagtacacct tgataggtgg gctgcccttc ctggttggct tggtttcatc agccatccgc 1140 

ttgccctcat ctgttacgcc ggcggtagcc ggccagcctc gcagagcagg attcccgttg 1200 

agcaccgcca ggtgcgaata agggacagtg aagaaggaac acccgctcgc gggtgggcct 1260 

acttcaccta tcctgcccgg ctgacgccgt tggatacacc aaggaaagtc tacacgaacc 1320 

ctttggcaaa atcctgtata tcgtgcgaaa aaggatggat ataccgaaaa aatcgctata 1380 

50 atgaccccga agcagggtta tgcagcggaa aagcgccacg cttcccgaag ggagaaaggc 1440 

ggacaggtat ccggtaagcg gcagggtcgg aacaggagag cgcacgaggg agcttccagg 1500 

gggaaacgcc tggtatcttt atagtcctgt cgggtttcgc cacctctgac ttgagcgtcg 1560 

atttttgtga tgctcgtcag gggggcggag cctatggaaa aacgccagca acgcggcctt 1620 

tttacggttc ctggcctttt gctggccttt tgctcacatg ttctttcctg cgttatcccc 1680 

55 tgattctgtg gataaccgta ttaccgcctt tgagtgagct gataccgctc gccgcagccg 1740 

aacgaccgag cgcagcgagt cagtgagcga ggaagcggaa gagcgccaga aggccgccag 1800 

agaggccgag cgcggccgtg aggcttggac gctagggcag ggcatgaaaa agcccgtagc 1860 

gggctgctac gggcgtctga cgcggtggaa agggggaggg gatgttgtct acatggctct 192 0 

gctgtagtga gtgggttgcg ctccggcagc ggtcctgatc aatcgtcacc ctttctcggt 1980 

60 ccttcaacgt tcctgacaac gagcctcctt ttcgccaatc catcgacaat caccgcgagt 2040 

ccctgctcga acgctgcgtc cggaccggct tcgtcgaagg cgtctatcgc ggcccgcaac 2100 

agcggcgaga gcggagcctg ttcaacggtg ccgccgcgct cgccggcatc gctgtcgccg 2160 

gcctgctcct caagcacggc cccaacagtg aagtagctga ttgtcatcag cgcattgacg 2220 

gcgtccccgg ccgaaaaacc cgcctcgcag aggaagcgaa gctgcgcgtc ggccgtttcc 2280 
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atctgcggtg cgcccggtcg cgtgccggca tggatgcgcg cgccatcgcg gtaggcgagc 2340 
agcgcctgcc tgaagctgcg ggcattcccg atcagaaatg agcgccagtc gtcgtcggct 2400 
ctcggcaccg aatgcgtatg attctccgcc agcatggctt cggccagtgc gtcgagcagc 2460 
gcccgcttgt tcctgaagtg ccagtaaagc gccggctgct gaacccccaa ccgttccgcc 2520 
5 agtttgcgtg tcgtcagacc gtctacgccg acctcgttca acaggtccag ggcggcacgg 2580 
atcactgtat tcggctgcaa ctttgtcatg cttgacactt tatcactgat aaacataata 2640 
tgtccaccaa cttatcagtg ataaagaatc cgcgcgttca atcggaccag cggaggctgg 2700 
tccggaggcc agacgtgaaa cccaacatac ccctgatcgt aattctgagc actgtcgcgc 27 60 
tcgacgctgt cggcatcggc ctgattatgc cggtgctgcc gggcctcctg cgcgatctgg 2820 

10 ttcactcgaa cgacgtcacc gcccactatg gcattctgct ggcgctgtat gcgttggtgc 2880 
aatttgcctg cgcacctgtg ctgggcgcgc tgtcggatcg tttcgggcgg cggccaatct 2940 
tgctcgtctc gctggccggc gccaagatct ggggaaccct gtggttggca tgcacataca 3 000 
aatggacgaa cggataaacc ttttcacgcc cttttaaata tccgattatt ctaataaacg 3 060 
ctcttttctc ttaggtttac ccgccaatat atcctgtcaa acactgatag tttaaactga 3120 

15 aggcgggaaa cgacaatctg atcatgagcg gagaattaag ggagtcacgt tatgaccccc 3180 
gccgatgacg cgggacaagc cgttttacgt ttggaactga cagaaccgca acgttgaagg 3240 
agccactcag ccgatctgaa ttcccgatct agtaacatag atgacaccgc gcgcgataat 3300 
ttatcctagt ttgcgcgcta tattttgttt tctatcgcgt attaaatgta taattgcggg 3360 
actctaatca taaaaaccca tctcataaat aacgtcatgc attacatgtt aattattaca 3420 

20 tgcttaacgt aattcaacag aaattatatg ataatcatcg caagaccggc aacaggattc 3480 
aatcttaaga aactttattg ccaaatgttt gaacgatcgg ggaaattcga gctcggtacc 3540 
atcatgttac aaactttttt gctgtgagca gtagatatgg aaacccggag gacctaaagt 3 600 
atctgataga taaagcacat agcttgggtt tacaggttct ggtggatgta gttcacagtc 3 660 
atgcaagcaa taatgccact gatggcctca atggctttga tattggccaa ggttctcaag 3720 

25 aatcctactt tcatgctgga gagcaagggt accataagtt gtgggatagc aggctgttca 3780 
actatgccaa ttgggaggtt cttcgtttcc ttctttccaa cttgaggtgg tggctagaag 3 840 
agtataactt tgacggattt cgatttgatg gaataacttc tatgctgtat gttcatcatg 3900 - 
gaatcaatat gggatttaca ggaaactata atgagtattt cagcgaggct acagatgttg 3960 
atgctgtggt ctatttaatg ttggccaata atctgattca caagattttc ccagacgcaa 4020 

30 ctgttattgc cgaagatgtt tctggtatgc cgggccttgg ccggcotgtt tctgagggag 4080 
gaattggttt tgattaccgc ctggcaatgg caatcccaga taagtggata gattatttaa 4140 
agaataaaaa tgatgaagat tggtccatga aggaagtaa«i : atcgagtttg'acaaatagga 4200 
gatatacaga gaagtgtata gcatatgcgg agagccatga tcagtctatt gtcggtgaca 4260 
agaccattgc atttctccta atggacaaag agatgtattc tggcatgtct tgcttgacag 4320 

35 atgcttctcc tgttattgat cgaggaattg cgctt-cacaa'; gatgatc'cat 'tttttcacaa • 4380 
tggccttggg aggagagggg tacctcaatt tcatgggtaa cgagtttggc catcctgagt 4440 
ggattgactt ccctagagag ggcaataatt ggtgttatga caaatgtaga cgccagtgga 4500. 
accttgcgga tagcgaacac ttgagataca agtttatgaa tgcatttgat agagctatga 4560. 
attcgctcga tgaaaagttc teat tec teg catcaggaaa acagatagta agcagcatgg 4620 . 

40 atgatgagaa gaaggttgtt gtgtttgaac gtggtgacct ggtatttgta ttcaacttcc 4680 
acccaaataa cacatacgaa gggtataaag ttggatgtga ettgecaggg aagtacagag 4740 
ttgcactgga cagtgatget tgggaatttg gtggccatgg aagagctggt catgatgttg 4800 
accatttcac atcaccagaa ggaatacctg gagttccaga aacaaatttc aatggtcgtc 4860 
caaattcctt caaagtgctg tctcctgcgc gaacatgtgt ggcttattac agagttgacg 4920 

45 aacgcatgtc agaaactgaa gtttaccaga cagacatttc tagtgagcta ctaccaacag 4980 
ccaatatcga ggagagtgac gagaaactta aagattcgtt atctacaaat atcagtaacg 5040 
ttgacgaact catgtcagaa actgaagttt accagacaga catttctagt gagctactac 5100 
caacagccag tatcgaggag agtgacgaga aacttaaaga ttcattatct acaaatatca 5160 
gtacgtggtt atcattggat gtgggattcc cgcctcttta attatggaaa ctgggaggta 5220 

50 cttaggtatc ttctctcaaa tgcgagatgg tggttggatg agttcaaatt tgatggattt 5280 
agattcgatg gtgtgacatc aataatgtat actcaccacg gattateggt gggattcact 5340 
gggaactaca aggaatactt tggactcgea actgatgtgg atgctgttgt gtatctgatg 5400 
ctggtcaacg atcttattca tgggcttttc cagatgeaat taccattggt gaagatgtta 5460 
geggaatgee gacattttgt attcccgttc aagatggggg tgttggcttt gaetategge 5520 

55 tgcatatggc aattgetgat aaatggattg agttgctcaa gaaaegggat gaggattgga 5580 
gagtgggtga tattgttcat acactgacaa atagaagatg gtcggaaaag tgtgtttcat 5640 
aegctgaaag tcatgatcaa gctctagtcg gtgataaaac tatagcattc tggctgatgg 5700 
acaaggatat gtatgatttt atggctctgg atagaccatc aacatcatta atagategtg 5760 
ggatagcatt gcacaagatg attaggcttg taactatggg attaggagga gaagggtacc 5820 

60 taaatttcat gggaaatgaa ttcggccacc ctgagtggat tgatttccct agggctgaac 5880 
aacacctctc tgatggctca gtaattcccg gaaaccaatt cagttatgat aaatgeagae 5940 
ggagatttga cctgggagat gcagaatatt taagataccg tgggttgcaa gaatttgacc 6000 
gggctatgea gtatcttgaa gataaatatg agtttatgac ttcagaacac cagttcatat 6060 
cacgaaagga tgaaggagat aggatgattg tatttgaaaa aggaaaccta gtttttgtct 6120 
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ttaattttca ctggacaaaa agctattcag 
aatacaaggt tgccttggac tcagatgatc 
ataatgccga atatttcacc tttgaaggat 
tgtatgcacc tagtagaaca gcagtggtct 
5 aagaagaagt agcagtagta gaagaagtag 
cgcgttgaaa gatttgaagg ctacatagct 
attggaggag atgagtaaaa gttaccactt 
gaggaggtgc ctgccttatt tgtagcaggt 
tggctatccc ttagcagaag gcaactgtgg 

10 agtattatgg gccctctctt tgttgattca 
ggcccgtccg gttctgtctc ctagtatcta 
ccacttgaca ttcctatgtc tcgtgttaat 
atctaggtac tggtactggt ccctccctcc 
ttgtattcca aattactgta aatatatttt 

15 atgaatgcac aattctaaag gttgaataca 
tgcattttag tattaagatt gagatgcatg 
ggaaggatgg ttaaaaacaa cattcaatgt 
tttaacgagc ttcccgtata catcataaca 
atacccaaac aggaagatac tgtcaagtat 
. 20 tttcgaggat tcataaatca taatatctgg 
tatcctgatt actccgtcaa cagccaaata 
tacaagatac tgttgcattt gttaagtaat 
tcgttaaagc ttcacgctgc cgcaagcact 
cacgtagaaa gccagtccgc agaaacggtg 

25 tatctggaca agggaaaacg caagcgcaaa 
atggcgatag ctagactggg cggttttatg 
ggcgccctct ggtaaggttg ggaagccctg 
aaggatctga tggcgcaggg gatcaagatc 
gacccccgcc gatgacgcgg gacaagccgt 

30 ttgaaggagc cactcagccg cgggtttctg 
aaccattatt gcgcgttcaa aagtcgccta 
tcaaaaatgc tccactgacg ttccataaat 
tcactctcaa tccagatctc gactctagtc 
atggattgca cgcaggttct ccggccgctt 
' 35 cacaacagac aatcggctgc tctgatgccg 
cggttctttt tgtcaagacc gacctgtccg 
cgcggctatc gtggctggcc acgacgggcg 
ctgaagcggg aagggactgg ctgctattgg 
ctcaccttgc tcctgccgag aaagtatcca 

40 cgcttgatcc ggctacctgc ccattcgacc 
gtactcggat ggaagccggt cttgtcgatc 
tcgcgccagc cgaactgttc gccaggctca 
tcgtgaccca tggcgatgcc tgcttgccga 
gattcatcga ctgtggccgg ctgggtgtgg. 

45 cccgtgatat tgctgaagag cttggcggcg 
gtatcgccgc tcccgattcg cagcgcatcg 
gagcgggacc caagctagct tcgacggatc 
atttatgtat tacacataat atcgcactca 
tataatcagt tattgaaata tttctgaatt 

50 cttggactat aatacctgac ttgttatttt 
aagatgggaa ttaattcact ggccgtcgtt 
gttacccaac ttaatcgcct tgcagcacat 
gaggcccgca ccgatcgccc ttcccaacag 
cgctttcttc ccttcctttc tcgccacgtt 

55 ggggctccct ttagggttcc gatttagtgc 
tttgggtgat ggttcacgta gtgggccatc 
gttggagtcc acgttcttta atagtggact 
tatctcgggc tattcttttg atttataagg 
caggattttc gcctgctggg gcaaaccagc 

60 caggcggtga agggcaatca gctgttgccc 
gtacattaaa aacgtccgca atgtgttatt 
acaatatatc ctgccaccag ccagccaaca 
accactcgat acaggcagcc catcagtccg 
gcggcagact ttgctcatgt taccgatgct 
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actatcgcat aggctgcctg aagcctggaa 618 0 
cactttttgg tggcttcggg agaattgatc 6240 
ggtatgatga tcgtcctcgt tcaattatgg 6300 
atgcactagt agacaaagaa gaagaagaag 63 60 
tagtagaaga agaatgaacg aacttgtgat 6420 
ctagagtcga cctgcatgaa atcagaaata 6480 
gttgagctgt gtgagtgagt gagtgagaat 6540 
ttcagtgaca cgtgtcaaga gaatagcggg 6600 
acactgtatt atagggaaat gctcatcgac 6660 
cggctggact tcaacttggg ccttgcaatg 6720 
aaaaactaaa ccaactccct cctaccgcta 6780 
taaattatta ttatagtaat taaaaataat 6840 
actagaatat tagttacttc ccccttagct 6900 
ctaatttttt acgacaaaca agatctaatt 69 60 
ttactttact tggtttagcc tatattaagt 702 0 
gttctatfcac aaaattgata cactgctaaa 7080 
ttgttacatt tcttcctatt gtattttttt 7140 
tgtctccgtt ccacttggca ggaaaaaaaa 7200 
atccatagat gaggacttaa tggataggct 72 60 
cggaggagtc aattaaatac ttgtggtttg 7320 
gaaaagtttg aaaagagaga aaggatttgg 73 80 
gaacaaaacg gagtaacata attttctatc 7440 
cagggcgcaa gggctgctaa ggaagcggaa 7500 
ctgaccccgg atgaatgtca gctactgggc 7560 
gagaaagcag gtagcttgca gtgggcttac 7620 
gacagcaagc gaaccggaat tgccagctgg 7 680 
caaagtaaac tggatggctt tcttgccgcc 7740. 
atgagcggag aattaaggga gtcacgttat 7800 
tttacgtttg gaactgacag aaccgcaacg 7860- 
gagtttaatg agctaagcac atacgtcaga 7920 . 
aggtcactat cagctagcaa atatttcttg 7980. 
tcccctcggt atcoj&afctag agtctcatat 8040 
gagggcccat gggagcttgg attgaacaag 8100 
gggtggagag gctattcggc tatgactggg 8160 
ccgt.gtt.ccg- gctgtcagcg caggggcgcc 8220 
gtgccctgaa tgaactgcag gacgaggcag 8280 
ttccttgcgc agctgtgctc gacgttgtca 8340 
gcgaagtgcc. ggggcaggat ctcctgtcat 8400 -t, 
tcatggctga tgcaatgcgg cggctgcata 8460 
accaagcgaa acatcgcatc gagcgagcac 8520 
aggatgatct ggaqgaagag catcaggggc 8580 
aggcgcgcat gcccgacggc gaggatct eg 8640 
atatcatggt ggaaaatggc cgcttttctg 8700 
cggaccgcta tcaggacata gcgttggcta 8760 
aatgggctga ccgcttcctc gtgctttacg 8820 
ccttctatcg ccttcttgac gagttcttct 8880 
ccccgatgag ctaagctagc tatatcatca 8940 
gtctttcatc tacggcaatg taccagctga 9 000 
taaacttgea tcaataaatt tatgtttttg 9 060 
atcaataaat atttaaacta tatttctttc 9120 
ttacaacgtc gtgactggga aaaccctggc 9180 
ccccctttcg ccagctggcg taatagcgaa 9240 
ttgcgcagcc tgaatggcgc ccgctccttt 9300 
cgccggcttt ccccgtcaag ctctaaatcg 9360 
tttaeggcac ctcgacccca aaaaacttga 9420 
gecctgatag aeggttttte gccctttgac 9480 
cttgttccaa actggaacaa cactcaaccc 9540 
gattttgecg attteggaac caccatcaaa 9600 
gtggaccgct tgetgeaact ctctcagggc 9 660 
gtctcactgg tgaaaagaaa aaccacccca 9720 
aagttgtcta agegtcaatt tgtttacacc 97 80 
gctccccgac cggcagctcg gcacaaaatc 9840 
ggacggcgtc agegggagag ccgttgtaag 9900 
atteggaaga aeggcaacta agetgeeggg 9960 
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tttgaaacac ggatgatctc gcggagggta gcatgttgat tgtaacgatg acagagcgtt 10020 

gctgcctgtg atcaaatatc atctccctcg cagagatccg aattatcagc cttcttattc 10080 

atttctcgct taaccgtgac aggctgtcga tcttgagaac tatgccgaca taataggaaa 10140 

tcgctggata aagccgctga ggaagctgag tggcgctatt tctttagaag tgaacgttga 10200 

5 cgatatcaac tcccctatcc attgctcacc gaatggtaca ggtcggggac ccgaagttcc 102 60 

gactgtcggc ctgatgcatc cccggctgat cgaccccaga tctagatctg gggctgagaa 10320 

agcccagtaa ggaaacaact gtaggttcga gtcgcgagat cccccggaac caaaggaagt 10380 

aggttaaacc cgctccgatc aggccgagcc acgccaggcc gagaacattg gttcctgtag 10440 

gcatcgggat tggcggatca aacactaaag ctactggaac gagcagaagt cctccggccg 10500 

10 ccagttgcca ggcggtaaag gtgagcagag gcacgggagg ttgccacttg cgggtcagca 10560 

cggttccgaa cgccatggaa accgcccccg ccaggcccgc tgcgacgccg acaggatcta 10620 

gcgctgcgtt tggtgtcaac accaacagcg ccacgcccgc agttccgcaa atagccccca 10680 

ggaccgccat caatcgtatc gggctaccta gcagagcggc agagatgaac acgaccatca 10740 

gcggctgcac agcgcctacc gtcgccgcga ccccgcccgg caggcggtag accgaaataa 10800 

15 acaacaagct ccagaatagc gaaatattaa gtgcgccgag gatgaagatg cgcatccacc 10860 

agattcccgt tggaatctgt cggacgatca tcacgagcaa taaacccgcc ggcaacgccc 10920 

gcagcagcat accggcgacc cctcggcctc gctgttcggg ctccacgaaa acgccggaca 10980 

gatgcgcctt gtgagcgtcc ttggggccgt cctcctgttt gaagaccgac agcccaatga 11040 

tctcgccgtc gatgtaggcg ccgaatgcca cggcatctcg caaccgttca gcgaacgcct 11100 

20 ccatgggctt tttctcctcg tgctcgtaaa cggacccgaa catctctgga gctttcttca 11160 

gggccgacaa tcggatctcg cggaaatcct gcacgtcggc cgctccaagc cgtcgaatct 11220 

gagccttaat cacaattgtc aattttaatc ctctgtttat cggcagttcg tagagcgcgc 11280 

cgtgcgtccc gagcgatact gagcgaagca agtgcgtcga gcagtgcccg cttgttcctg 11340 

aaatgccagt aaagcgctgg ctgctgaacc cccagccgga actgacccca caaggcccta 11400 

25 gcgtttgcaa tgcaccaggt catcattgac ccaggcgtgt tccaccaggc cgctgcctcg 11460 

caactcttcg caggcttcgc cgacctgctc gcgccacttc ttcacgcggg tggaatccga 11520 

tccgcacatg aggcggaagg tttccagctt gagcgggtac ggctcccggt gcgagctgaa 11580 

atagtcgaac atccgtcggg ccgtcggcga cagcttgcgg tacttctccc atatgaattt 11640 

cgtgtagtgg tcgccagcaa acagcacgac gatttcctcg tcgatcagga cctggcaacg 11700 

30 ggacgttttc ttgccacggt ccaggacgcg gaagcggtgc agcagcgaca ccgattccag 11760 

gtgcccaacg cggtcggacg tgaagcccat cgccgtcgcc tgtaggcgcg acaggcattc 11820 

ctcggccttc gtgtaatacc ggccattgat cgaccagccc aggtcctgg'o? aaagctcgta 11880 

gaacgtgaag gtgatcggct cgccgatagg ggtgcgcttc gcgtactcca acacctgctg 11940 

ccacaccagt tcgtcatcgt cggcccgcag ctcgacgccg gtgtaggtga tcttcacgtc 12000 

35 cttgttgacg tggaaaatga ccttgttttg cagcgcctcg cgcgggattt:. tcttgttgcg 12060 

cgtggtgaac agggcagagc gggccgtgtc gtttggcatc gctcgcatcg tgtccggcca 12120 

cggcgcaata tcgaacaagg aaagctgcat ttccttgatc tgctgcttcg tgtgtttcag 12180 

caacgcggcc tgcttggcct cgctgacctg ttttgccagg tcctcgccgg cggtttttcg 12240 

cttcttggtc gtcatagttc ctcgcgtgtc gatggtcatc gacttcgcca aacctgccgc 12300 

40 ctcctgttcg agacgacgcg aacgctccac ggcggccgat ggcgcgggca gggcaggggg 123 60 

agccagttgc acgctgtcgc gctcgatctt ggccgtagct tgctggac.ca .tcgagccgac 12420 

ggactggaag gtttcgcggg gcgcacgcat gacggtgcgg cttgcgatgg tttcggcatc 12480 

ctcggcggaa aaccccgcgt cgatcagttc ttgcctgtat gccttccggt-- caaacgtccg 12540 

attcattcac cctccttgcg ggattgcccc gactcacgcc ggggcaatgt gcccttattc 12600 

45 ctgatttgac ccgcctggtg ccttggtgtc cagataatcc accttatcgg caatgaagtc 12660 

ggtcccgtag accgtctggc cgtccttctc gtacttggta ttccgaatct tgccctgcac 12720 

gaataccagc gaccccttgc ccaaatactt gccgtgggcc tcggcctgag agccaaaaca 12780 

cttgatgcgg aagaagtcgg tgcgctcctg cttgtcgccg gcatcgttgc gccacatcta 12840 

ggtactaaaa caattcatcc agtaaaatat aatattttat tttctcccaa tcaggcttga 12900 

50 tccccagtaa gtcaaaaaat agctcgacat actgttcttc cccgatatcc tccctgatcg 12960 

accggacgca gaaggcaatg tcataccact tgtccgccct gccgcttctc ccaagatcaa 13020 

taaagccact tactttgcca tctttcacaa agatgttgct gtctcccagg tcgccgtggg 13080 

aaaagacaag ttcctcttcg ggcttttccg tctttaaaaa atcatacagc tcgcgcggat 13140 

ctttaaatgg agtgtcttct tcccagtttt cgcaatccac atcggccaga tcgttattca 13200 

55 gtaagtaatc caattcggct aagcggctgt ctaagctatt cgtataggga caatccgata 13260 

tgtcgatgga gtgaaagagc ctgatgcact ccgcatacag ctcgataatc ttttcagggc 13320 

tttgttcatc ttcatactct tccgagcaaa ggacgccatc ggcctcactc atgagcagat 13380 

tgctccagcc atcatgccgt tcaaagtgca ggacctttgg aacaggcagc tttccttcca 13440 

gccatagcat catgtccttt tcccgttcca catcataggt ggtcccttta taccggctgt 13500 

60 ccgtcatttt taaatatagg ttttcatttt ctcccaccag cttatatacc ttagcaggag 13 560 

acattccttc cgtatctttt acgcagcggt atttttcgat cagttttttc aattccggtg 13 620 

atattctcat tttagccatt tattatttcc ttcctctttt ctacagtatt taaagatacc 13680 

ccaagaagct aattataaca agacgaactc caattcactg ttccttgcat tctaaaacct 13740 

taaataccag aaaacagctt tttcaaagtt gttttcaaag ttggcgtata acatagtatc 13 800 
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gacggagccg attttgaaac cacaattatg ggtgatgctg ccaacttact gatttagtgt 13860 
atgatggtgt ttttgaggtg ctccagtggc ttctgtgtct atcagctgtc cctcctgttc 13920 
agctactgac ggggtggtgc gtaacggcaa aagcaccgcc ggacatcagc gctatctctg 13980 
ctctcactgc cgtaaaacat ggcaactgca gttcacttac accgcttctc aacccggtac 14040 
5 gcaccagaaa atcattgata tggccatgaa tggcgttgga tgccgggcaa cagcccgcat 14100 
tatgggcgtt ggcctcaaca cgattttacg tcacttaaaa aactcaggcc gcagtcggta 14160 
acctcgcgca tacagccggg cagtgacgtc atcgtctgcg cggaaatgga cgaacagtgg 14220 
ggctatgtcg gggctaaatc gcgccagcgc tggctgtttt acgcgtatga cagtctccgg 14280 
aagacggttg ttgcgcacgt attcggtgaa cgcactatgg cgacgctggg gcgtcttatg 14340 

10 agcctgctgt caccctttga cgtggtgata tggatgacgg atggctggcc gctgtatgaa 14400 
tcccgcctga agggaaagct gcacgtaatc agcaagcgat atacgcagcg aattgagcgg 14460 
cataacctga atctgaggca gcacctggca cggctgggac ggaagtcgct gtcgttctca 14520 
aaatcggtgg agctgcatga caaagtcatc gggcattatc tgaacataaa acactatcaa 14580 
taagttggag tcattaccca attatgatag aatttacaag ctataaggtt attgtcctgg 14640 

15 gtttcaagca ttagtccatg caagttttta tgctttgccc attctataga tatattgata 14700 
agcgcgctgc ctatgccttg ccccctgaaa tccttacata cggcgatatc ttctatataa 14760 
aagatatatt atcttatcag tattgtcaat atattcaagg caatctgcct cctcatcctc 14820 
ttcatcctct tcgtcttggt agctttttaa atatggcgct tcatagagta attctgtaaa 14880 
ggtccaattc tcgttttcat acctcggtat aatcttacct atcacctcaa atggttcgct 14940 

20 gggtttatcg cacccccgaa cacgagcacg gcacccgcga ccactatgcc aagaatgccc 15000 
aaggtaaaaa ttgccggccc cgccatgaag tccgtgaatg ccccgacggc cgaagtgaag 15060 
ggcaggccgc cacccaggcc gccgccctca ctgcccggca cctggtcgct gaatgtcgat 15120 
gccagcacct gcggcacgtc aatgcttccg ggcgtcgcgc tcgggctgat cgcccatccc 15180 
gttactgccc cgatcccggc aatggcaagg actgccagcg ctgccatttt tggggtgagg 15240 

25 ccgttcgcgg ccgaggggcg cagcccctgg ggggatggga ggcccgcgtt agcg 15294 



